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[摘 　要 ] 　人类人工染色体 ( HACs)由着丝粒、端粒和复制起点组成。通过对天然染色体的改造或者从头构建

的方法可以获得多种类型 HACs。HACs 可以携带大片段基因组 DNA ,是建立转基因动物模型的重要手段 ,在基因

治疗方面也有着广阔的应用前景。文章从 HACs 的结构及各组成元件的功能、HACs 的不同构建方法、HACs 在转基

因研究及基因治疗中的应用等方面 ,对 HACs 的最新研究进展进行了综述 ,同时指出了 HACs 研究中存在的问题 ,并

对 HACs 的应用前景进行了展望。
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Abstract : Human artificial chromo somes ( HACs) are composed of a f unctional kinetochor ,a telomere

and an origin of replication. Many kinds of HACs can be generated by two different approaches ,eit her by

f ragmenting a nat ural chromosome or generating de nove chromosomes. HACs can carry large DNA frag2
ment s ,which offer an import ment way not only for p roducing t ransgenic animal model but also for gene

t herapy. The st ruct ural requirement s for HACs ,t he approaches to const ructing HACs ,t he applications of

HACs in t ransgenic research and gene t herapy are reviewed in t his article. Technological p roblems and per2
spectives are also mentioned.
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　　自 1983 年 , Murray 和 Szostak 成功构建了酵

母人工染色体以来[1 ] ,关于人工染色体的研究获得

了迅速发展 , 并相继出现了酵母人工染色体

( YAC) 、细菌人工染色体 (BAC) 、噬菌体人工染色

体 ( PAC) 、哺乳动物人工染色体 (MAC) 和人类人工

染色体 ( HACs) 等。其中 , HACs 采用了人类染色

体结构的必需组分 ,可以象正常染色体一样复制和

分裂 ,并避免了整合入宿主染色体的可能及位置效

应。因此 ,在转基因研究及基因治疗等方面具有无

可比拟的优势。
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目前 , HACs 已成为国内外转基因领域的研究

热点。对 HACs 的研究主要集中在 HACs 的各种

组成元件及其生物学功能、各种 HACs 的不同特点

及构建方法、HACs 在转基因动物模型的制备和基

因治疗中的应用等方面[225 ] 。目前 ,国内尚未系统开

展对 HACs 的研究工作。有鉴于此 ,本文从 HACs

的结构、HACs 的不同构建方法、HACs 在转基因研

究及基因治疗中的优势及不足等方面 ,对 HACs 的

研究进展进行了综述 , 旨在为国内研究者开展

HACs 的研究提供参考。

1 　HACs 的结构

人工染色体可以分为 2 类 ,一类为原核生物人

工染色体 ,如 BAC 和 PAC 等 ,其结构及复制等符合

原核生物特性 ;另一类为真核生物染色体 ,如 YAC、

MAC 和 HACs 等 ,具有相应真核生物染色体的着

丝粒、端粒和复制起点等必需组分或与其功能相同

的替代成分 ,以维持染色体结构的稳定。

具体而言 ,人类人工染色体 ( HACs) 也是一类

真核生物染色体 ,具有人类染色体的着丝粒、端粒和

复制起点或其替代成分[2 ] 。由于这 3 个成分是维持

染色体正常功能所必需的 ,因而对其结构特性进行

深入研究是获得理想 HACs 的前提。目前 ,关于

HACs 的研究也主要集中在这一方面。

1. 1 　端 　粒

在上述 3 种染色体结构中 ,目前对端粒的了解

最为清楚 ,也最容易在体外进行操作[3 ] 。对哺乳动

物和鸟类而言[4 ] , 端粒 DNA 是由核心序列为

T TA GGG的 DNA 单体重复排列构成。将长度超

过 1 kb 的 ( T TA GGG) n 重复序列 ,导入体外培养的

人类细胞后 ,可在 70 %的转染细胞中发挥端粒功

能[5 ] 。但也有研究指出 ,在线状 HACs 结构中 ,1 kb

的 ( T TA GGG) n 重复序列并不一定在人类细胞中

发挥作用[6 ] 。这表明需要对端粒的结构做进一步研

究。

1. 2 　复制起点

复制起点的情况比较复杂 ,许多不同的序列均

可在人成纤维细胞中充当复制起点。目前 ,尚不清

楚构造哺乳动物人工染色体时 ,是否要求特定的复

制起点序列。如果其功能可以由其他顺式元件或选

择标记基因来完成 ,将为 HACs 的应用提供很大方

便。

1. 3 　着丝粒

着丝粒的情况最为复杂 ,目前尚不清楚着丝粒

的精确 DNA 序列。此外 ,具有着丝粒功能的 DNA

序列难以在体外进行操作[7 ] 。基于这两点原因 ,着

丝粒结构已成为当前 HACs 研究中的一大难点和

热点。

人类染色体上存在一种称为α2卫星 DNA 的重

复序列[8 ] 。这种序列属于灵长目动物所特有的一种

重复序列家族 ,是人类着丝粒的主要组成元件 ,171

bp 的该序列单体可以不同方式排列成超过几 Mb

的片段[9 ] 。由于人类染色体均含有一定数量的α2卫
星 DNA [8 ] ,且大多数人类染色体α2卫星 DNA 均具

有着丝粒功能[10 ] ,因此可以认为 ,着丝粒功能是以

这种重复序列为结构基础的。目前 ,还不清楚染色

体进行正确分裂所需的α2卫星 DNA 长度 ,但含有

90 kbα2卫星 DNA 序列的微型染色体可以在有丝

分裂时正确分离[11 ] 。但这并不能说明 90 kbα2卫星

DNA 足以构成新的着丝粒。此外 ,Saff rey 等[12 ] 用

无α2卫星 DNA 序列转染的超过 450 个 H T1080 细

胞 (雄性纤维瘤细胞系) 中未出现着丝粒。相反 ,用

含 70 kb 21 号染色体α2卫星 DNA 序列的 DNA 或

1 个 85 kb 含 X 染色体来源的α2卫星 DNA 序列的

结构进行转染 ,则可以有效地形成 HACs ,进一步证

实了α2卫星 DNA 在构造人工染色体中的重要作

用。

不同α2卫星 DNA 重复序列的长度不同 ,其着

丝粒功能也有差异 ,这可能是由于着丝粒结合蛋白

B (CEN P2B)的结合能力不同而引起的[13 ] 。已有研

究表明 ,仅含有 CEN P2B 结合位点的α2卫星 DNA

序列 ,在 HACs 中具有着丝粒的功能。CEN P2B 结

合位点存在于除 Y 染色体外的所有人类染色体α2
卫星 DNA 序列中[ 14 ] 。近年来的研究还表明 ,17 号

染色体上的α2卫星 DNA 序列合成 HACs 的能力 ,

(32 %～79 %)远远高于 Y染色体α2卫星 DNA 序列

(40 %) [15 ] 。Y 染色体α2卫星 DNA 序列由 M 型卫

星 DNA 序列单体组成 ,虽然这种单体序列也存在

于 13 ,14 ,15 ,21 和 22 号染色体上 ,但这些染色体还

含有 D 和 R 型在内的α2卫星 DNA 序列。这些 Y

染色体α2卫星 DNA 序列的独特构成与 Y染色体的

特性有关 ,也与由于缺乏同源配对染色体而导致的

重组频率较低有关。

目前 ,还不完全清楚 CEN P2B 的生物学作用 ,

其在哺乳动物中高度保守[16 ] 。然而 ,敲除 CEN P2B

的小鼠除出现雌性生殖道缺陷、体形变小、雄性睾丸

增重等异常外 ,其他表型均正常[17 ] 。CEN P2B 可能

通过激活重组而在α2卫星 DNA 序列内产生均一
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性。除去 CEN P2B 盒 , 17 号染色体其他序列的

DNA 甲基化等过程同α2卫星 DNA 序列不同。这

些都提示α2卫星 DNA 序列是构建 HACs 所必需

的。

1. 4 　新着丝粒

在构建微型染色体的过程中还出现了新着丝粒

结构。新着丝粒是指在标记染色体中发现的一种无

α2卫星 DNA 序列的着丝粒 ,其具有正常或接近正常

的着丝粒活性和结合 CEN P2A、CEN P2C、CEN P2E、

CEN P2F 的特性[18 ] 。然而 ,新着丝粒发生概率很

小 ,其序列可能并不具有从头构造染色体的能

力[19 ] 。现在有 40 多种新着丝粒 ,这些着丝粒主要

重叠于某些人类染色体区域[20 ] ,暗示这些区域具有

比其他序列更易形成新着丝粒的潜能。

对新着丝粒的研究表明 ,细胞在分裂过程中可

以逐步建立和保持新着丝粒功能。组蛋白脱乙酰

化、DNA 甲基化或 CEN P2A 在细胞周期 S 期中的

结合 ,均可影响着丝粒复合体的形成。Saff rey 等[12 ]

在 H T1080 细胞系中应用端粒辅助染色体片段法 ,

对来源于人 10 号染色体的含有新着丝粒的标记染

色体进行了片段化 ,获得了长度为 0. 7～1. 8 Mb 的

微型染色体。这些微型染色体在减数分裂中能够保

持稳定 ,在缺乏选择压力时 ,其损失率接近含α2卫星

DNA 序列的 HACs。为了确定新着丝粒 DNA 序

列是否能够在 YAC 中形成新着丝粒 ,Saff rey 等[20 ]

筛选了许多稳定传代的细胞 ,但并未检测到从头合

成人工染色体的形成。然而 ,结合免疫沉淀法和

DNA 矩阵分析表明 ,新着丝粒实际上位于 10q25. 3

附近。Lo 等[21 ]在 CEN P2A 结合区附近确定了一个

曾被当作新着丝粒的 330 kb 区域。

Lo 等[ 22 ]对来源于人 20 号染色体短臂的标记

染色体进行了研究 ,确定了 20p12 处 460 kb 长的

CEN P2A 结合区域。CEN P2A 是着丝粒组蛋白的

同源蛋白 ,DNA 序列分析并未在此区域找到与新着

丝粒区域有关的特定模式 ,而在其他染色体上的分

布也限于着丝粒部分 ,这提示 CEN P2A 结合区可能

是着丝粒结构的组成部分 ,因而对其着丝粒功能具

有重要作用。

1. 5 　HACs 的长度

构建人工染色体的另一问题 ,是如何确定保持

染色体稳定的最小长度。由于哺乳动物染色体较

大 ,因而利用传统的方法难以对其进行方便的操作。

最小的人类染色体222 号染色体约为 55 Mb。对酵

母而言 , YAC 的最小长度为最小天然染色体的1/ 5。

如果人类染色体同酵母染色体一样 ,在其长度与稳

定性之间存在着某种对应关系的话 ,其长度最小要

求为 10 Mb。事实上 ,长仅为 5 Mb 的微型染色体

可在体外培养体细胞中保持稳定 ,如果将其长度降

为 2. 5 Mb 后会出现不稳定现象[23 ] 。虽然这一长度

在大多数克隆系统中不能进行方便的操作 ,但通过

同源重组在酵母中对 YAC 进行修饰后 ,获得了 2. 3

Mb 的大分子 ,随后可将其共转染人成纤维细胞[24 ] 。

然而 ,这一方法存在 YAC 在酵母中结构不稳定的

问题。

2 　HACs 的构建方法

大多数 HACs 可通过 2 种不同的方法获得。

一种方法是对天然染色体的改造 ,另一种是从头构

造人工染色体。通常将由前者获得的 HACs 称为

微型染色体 ,以与后者进行区别[25 ] 。

2. 1 　天然染色体的改造

天然染色体的改造最早产生于 1991 年 ,可以称

为端粒辅助染色体片段法 ( TACF) 或端粒指导截断

法 ( TD T) [26 ] 。这种方法通过含有端粒片段和选择

标记 ,有时也通过含有靶染色体同源片段的打靶载

体将特定染色体连续截为更小的微型染色体 ,所获

得的微型染色体是自由的 ,也是可以正常分离的。

Farr 等[27 ]和 Heller 等[28 ]成功地应用此方法改

造了人 X 和 Y染色体。X 来源的微型染色体为 0. 5

Mb ,含α2卫星 DNA 序列。构建人 Y染色体来源的

微型染色体所需的α2卫星 DNA 序列最小为 100

kb。TACF 微型染色体最早产生于人类细胞和人2
仓鼠杂交细胞系。然而利用同源重组进行打靶时效

率较低 ,这促使研究者在 D T40 细胞里构建微型染

色体。D T40 是经过造血细胞组织增生病毒诱导的

前 B 细胞系 ,在该细胞系里可以发生较高频率的同

源重组 ,所获得的微型染色体可以转入哺乳动物细

胞做进一步研究。

2. 2 　从头构造人工染色体

从头构造人工染色体可以称为组装法或从下到

上法 ,即通过将已成功克隆的着丝粒和端粒 DNA

导入人类培养细胞来形成从头构造的 HACs ,所获

HACs 的长度为 1～10 Mb。在 1997 年 , Harring2
ton 等[29 ]将合成的人α2卫星序列、端粒、人类基因组

DNA 和一个选择标记在体外进行混合 ,然后共转染

人 H T1080 细胞系 ,结果观察到了几个染色体被截

断而形成的微型染色体 ,而且在其中一个被转染细

胞中观察到了从头形成的人工染色体。随后 ,其他
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研究小组利用 H T1080 细胞导入含有人α2卫星序列

结构的环状 YAC、PAC 或 BAC 结构和端粒序列 ,

这些细胞中产生了从头构造的环状人工染色体 ,这

些染色体由α2卫星 DNA 序列和载体序列构成[30 ] 。

通过改造含有 70 kbα2卫星 DNA 序列 ,但不含有端

粒的环状 PAC 也可获得 HACs ,这表明在 H T1080

细胞系中从头构建 HACs 时 ,α2卫星 DNA 序列是

必需的 ,而端粒序列是非必需的。

3 　HACs 的应用

3. 1 　在基因治疗和基因表达研究中的应用

基因治疗被提出以来 ,已经经过了 30 余年的发

展 ,虽然在有些病例中已经取得了成功 ,但总体而言

效果并不理想。究其原因 ,在过去的基因治疗方案

中 ,所用载体在转染宿主细胞后 ,目的基因可能会出

现不表达 ,或通过非同源重组而插入宿主细胞染色

体 ,造成宿主细胞的癌化等结果 ,这严重影响了基因

治疗的效果[ 31 ] 。而 HACs 作为载体则可以避免对

宿主细胞染色体的负面影响 ,并由于其具有携带大

片段基因的优点 ,可以将目的基因调控序列一并导

入细胞内 ,从而实现目的基因时空特异性的表达 ,大

大提高了基因治疗的有效性和安全性 ,显示出了良

好的应用前景。

人类人工染色体可以作为表达载体 ,通过在人

类细胞中表达目的蛋白以修补有缺陷的基因 ,从而

可以达到治疗由基因缺陷所致疾病的目的[32 ] 。有

研究表明 ,携带有全长 40 kb、含调控区域、编码次黄

嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶 ( H PR T1 ) 基因的

HACs ,可以补偿 H PR T 缺陷型 H T1080 细胞的代

谢缺陷[30 ] 。另一研究小组共转染多个 PAC ,其中 1

个 PAC 含 70 kb 21 号染色体α2卫星 DNA 序列 ,另

1 个 PAC 含 140 kb 基因组 HPR T1 序列[33 ] 。该研

究中获得的 20 %～80 % H T1080 克隆中 ,出现了附

加体形式的环形 HACs。在缺乏选择压力的情况下

HACs 相对稳定 ,在几个月中的损失率为 0. 004 9～

0. 017 ,这表明在超过 98 %的减数分裂中 , HACs 发

生了正确的分离。这些结构稳定的 HACs ,含有变

异α2卫星 DNA 序列和 HPR T1 基因序列 ,细胞表型

变为 H PR T1 + , 表明至少 1 个拷贝的 HPR T1 基因

发挥了作用。

重复序列可以抑制其附近基因的表达[33 ] 。然

而 ,α2卫星 DNA 序列并未导致其附近 HPR T1 基因

的沉默[30 ] 。尽管这一结果还有待于验证 ,但仍表明

HACs 具有作为大片段基因表达载体的潜能。与以

cDNA 为基础的载体相比 ,大的基因组片段含有转

基因表达的必需元件 ,诸如隔离子、启动子、增强子

及基因座控制区等 ,因而更有优势。

由于 H EL A 细胞系与 H T1080 细胞系一样呈

端粒酶阳性。因此 ,已有研究者从 H EL A 细胞系中

获得了从头构造的 HACs[28 ] 。这表明可以从其他

类型细胞中获得 HACs ,以进行基因功能互补和基

因表达研究。

3. 2 　在小鼠胚胎干细胞研究和生产转基因小鼠中

的应用

目前 ,基因工程染色体已被用于生产转基因小

鼠 ,以进行基因表达及相关基础研究。Tomizuka

等[34 ]利用截短的人 2 号染色体和含有 Ig 位点的 14

号染色体转染 Ig H 和 Igκ双敲除小鼠 ,以补偿 Ig 重

链和κ轻链的表达 ,结果产生了功能性抗体反应。

然而 ,其在不同染色体之间以及雌雄小鼠间传递效

率并不相同。

Kuroiwa 等[35 ] 应用同源位点特异性 Cre2LoxP

重组 ,在鸡 D T40 细胞中将 10 Mb 含 Ig 位点的人 22

号染色体片段 ,连接到截断的人 14 号染色体上 ,随

后将其转入小鼠胚胎干细胞 ,获得了可表达人 Ig 的

嵌合体小鼠。这提示 HACs 技术 ,将会成为制备人

类抗体的一种有效途径。

人的 4～15 Mb Y微型染色体在仓鼠和鸡细胞

中保持稳定 ,但在小鼠 ES 细胞中并不稳定[36 ] ,这说

明人 Y染色体的着丝粒在小鼠 ES 细胞中并不发挥

作用。在其他研究中 ,有学者成功地利用以卫星

DNA 为基础的人工染色体 ( SA TAC) 和 1 段人 21

号染色体片段生产出了转染色体小鼠[37 ] ,这段人 21

号染色体片段是从患者成纤维细胞分离的 ,并是用

Cre 酶介导的 HPR T1 基因打靶的人小型染色体。

这些研究表明 ,在小鼠中建立人微型染色体表达目

的基因 ,以弥补小鼠遗传缺陷是可能的。尽管影响

人类染色体在不同宿主细胞中稳定性的因子尚未得

到阐明 ,但以上研究结果仍提示 ,可以将基因工程染

色体充当功能基因表达载体 ,并使其在生殖系中进

行传递是可行的。在此基础上 ,可以生产转染色体

小鼠作为人类疾病的动物模型。

4 　小　结

对 HACs 的研究已经取得了巨大的进展。然

而 ,在这一领域也还存在许多问题有待进一步研究。

首先 ,目前对人类染色体结构与功能的关系尚未彻

底研究清楚 ,在构建微型染色体时会出现 DNA 重
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排等现象 ,从而导致所获得的微型染色体结构不稳

定 ,所要表达的基因也因此而处于一个不可预测的

环境中 ,最终影响了基因治疗的效果[38 ] 。其次 ,在

用各元件共转染后会形成 HACs ,但当转染 DNA

未形成新的染色体时 ,会经常发生染色体的重排 ,端

粒序列经常会整合入宿主细胞染色体而导致大片段

的丢失。第三 ,人工染色体形成的绝对效率非常低 ,

仅为 5 ×10 - 5 [39 ] 。这些问题均影响了 HACs 的使

用。

过去十几年中 ,虽然 HACs 技术面临许多困

难 ,也还有许多问题尚待进一步研究和解决 ,但总的

说来仍然获得了一定的发展 ,取得了一定的成果。

这些研究结果对于阐明染色体的结构和功能 ,进而

生产转染色体动物及在基因治疗等方面均展示了其

良好的应用前景。然而遗憾的是 ,国内尚未对这一

具有广阔应用前景的新技术进行系统研究。因此 ,

很有必要在我国尽快开展对 HACs 的基础研究 ,寻

找应用 HACs 进行基因治疗的有效途径 ,从而填补

我国在这一领域的空白。
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